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i microRNA sono processati dall’apparato RNAi
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una estesa famiglia di omologhi rde-1 (argonaute) in C. elegans
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alg-1, alg-2 e dcr-1 hanno un ruolo nello sviluppo di C. elegans
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alg-1, alg-2 e dcr-1 causano difetti eterocronici
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dcr-1 ma non alg-1/alg-2 sono associati all’RNAi
6.5 - microRNA pathway dissection
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali -
corso  di biologia molecolare avanzata (1)
20/10/16
  
dcr-1 e alg-1/alg-2 influenzano l’espressione di geni eterocronici
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knock-down dcr-1 e alg-1/alg-2 mostrano difetti nel processamento dei stRNA lin-4 e let-7
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modello proposto da Grishok et al. (2001)
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regolazioni post-trascrizionale mediate dall’appartato RNAi
6.9 - microRNA pathway dissection
sRNA regolativi endogeni
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classes of small RNAs involved in PTGS  
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concetto di SORTING (Drosophila)
6.11 - microRNA vs siRNA pathways
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miRNA vs siRNA pathways
• in Drosophila, sembra che la presenza di basi 
disaccoppiate favorisca il caricamento su AGO-1 
mentre duplex siRNA a complementarietà perfetta 
sono caricati in preferenza su AGO-2. Due DICER 
distinte sono coinvolte nel processo di sorting.
• in C. elegans, anche se studiato meno in dettaglio, 
sembra che la presenza di basi disaccoppiate 
favorisca il caricamento su ALG-1 e ALG-2, mentre 
duplex siRNA a complementarietà perfetta sono 
caricati in preferenza su RDE-1.
• in mammifero siRNA e miRNA sono processati da 
un’unica Dicer e caricati su 4 proteine AGO 
apparentemente senza discriminazioni di sorta. Solo 
AGO2 è competente per il taglio.
•in piante i risultati di deep sequencing indicano che 
distinte AGOs (10 isoforme in Arabidopsis) caricano 
siRNA con 5’ distinti:
• AGO1 - 5’ uracile; (miRNA DCL-1)
• AGO2 e AGO4 - 5’ adenosina;  (DCL-3)
• AGO5 - 5’ citidina
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una complementarietà imperfetta tra il miRNA guida e il 3’ UTR del messaggero target…
…impedisce lo slicing del mRNA, la cui traduzione viene però inibita!! 
6.13 - insights: microRNA action
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specificità ed efficacia di repressione:
principi delle interazioni tra microRNA e mRNA target
6.14 - insights: microRNA action
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pri-miRNA e pre-miRNA: localizzazione e stadi di processamento differenti
EMBO J. 2002 September 2; 21(17): 4663–4670
6.15 - insights: microRNA biogenesis
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alcune evidenze sperimentali utili da ricordare (2001-2006)
1 - i pri-miRNA possono essere contenuti in trascritti  policistronici o introni (anche >  svariate kb), non 
sono unicamente prodotti come trascritti monocistronici.
2 - i pre-miRNA hanno dimensioni lunghezze più uniformi, 65-80 basi, e assumono conformazioni 
strutturali simili; in particolare sono caratterizzati da complementarietà imperfetta nella regione di 
appaiamento del duplex RNA e da termini con overhang 3’ di 2 nt (indicativo di taglio ad opera di 
RNA endonucleasi  di tipo III)
3 - la regione che va dai nt 2 a 8 chiamata “seed sequence’ è la più importante per guidare il miRNA 
maturo sul mRNA target. Alterazioni nella sequenze di questa regione di 7 nucleotidi, cambiano la 
specificità di riconoscimento verso i mRNA target, redefinendo il set di geni regolati dal miRNA. 
Alterazioni nelle sequenze al di fuori della seed sequence hanno effetti più blandi sulla specificità di 
riconoscimento.
4 - il dominio PAZ (contenuto in Argonaute e DICER) conferisce affinità di legame per sequenze ssRNA 
con overhang al 3’ (!!).  La capacità intrinseca di DICER di legare dsRNA è quindi stimolata in 
presenza di ssRNA 3’ overhangs. Ciò spiega anche l’efficienza superiore di siRNA sintetici o 
shRNAs rispetto a lunghi dsRNA nel indurre fenomeni di RNA interference, come anche la 
preferenza di DICER verso i termini di un duplex RNA ed i tagli progressivi distanziati di ~ 22 nt (2 
giri d’elica) operati DICER a partire dai termini dsRNA
6.16 - insights: microRNA biogenesis
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Drosha, una RNasi III nucleare, processa i pri-miRNA in vitro
6.17 - insights: microRNA biogenesis
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Drosha inizia il processamento dei miRNA in vivo
6.18 - insights: microRNA biogenesis
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l’eterodimero Drosha/DGCR8(Pasha) costituisce il core funzionale del microprocessore
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eventi nucleari della biogenesi di microRNA
6.20 - insights: microRNA biogenesis
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come viene mediato il corretto processamento di pri-mRNA?
6.21 - insights: microRNA biogenesis
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